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摘要 EREE Helicoverpa armigera (Hubner) PMR BOT EA MS te DE A IA pH 
下 的 水 解 作 用 ， 棉 铃 虫 中 肠 的 3 种 丝氨酸 蛋白 酶 得 到 鉴定 。 它 们 是 : 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 ， 水 
fa-N- 葵 甲 酰 -DL 一 精 氨 酸 —p— MEARKE pH 在 10.50 以 上 ; 弱 碱 性 类 胰 蛋 
白 酶 ， 水解 p 一 甲苯 磺 酰 一 L 一 精 氨 酸 甲 酯 的 最 适 pH 为 8.50 ~ 9.00; 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ， 
KN- 蔡 甲 酰 一 L 一 RAROERA pH 亦 为 8.50 ~ 9.00。 中 肠 总 蛋白 酶 活性 用 偶 
氨 栈 蛋白 测定 ， 最 适 pH 亦 在 10.50 HE. Ca? 对 昆虫 蛋白 酶 无 影响 ，Mg*!+ 仅 对 弱 碱 性 
类 胰 和 蛋白 酶 有 激活 作用 。 对 共 甲 基 磺 酰 握 和 甲 基 磺 栈 一 L 一 赖 氨 酸 毛 甲 基 酮 对 弱 碱 性 类 胰 
和 蛋白酶 的 抑制 作用 较 强 ， 而 对 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 的 换 制 作用 较 弱 。 甲 基 磺 酰 一 L- RAR 
酸 毛 甲 基 酮 除 能 拙 制 类 胰 凝 乳 焦 日 酶 外 ， 还 能 激活 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 。 对 牛 胰 蛋白酶 有 强 
抑制 作用 的 卵 粘 和 掉 白 抑制 剂 对 昆虫 重 白 酶 却 无 抑制 作用 。 大 豆 胰 蛋白酶 抑制 剂 对 该 虫 的 3 
种 丝氨酸 和 蛋白酶 均 有 强 的 抑制 作用 ， 
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近年 来 ,植物 和 蛋白酶 抑制 剂 在 害虫 防治 上 显示 出 一 定 的 应 用 潜力 (~ 3， 尤 其 是 蛋白 
酶 搞 制 剂 抗 虫 基因 工程 取得 较 大 的 进展 。Hilder 等 将 葡 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 基因 成 功 地 转 
人 烟草 ， 转 基因 植株 表达 的 蛋白 酶 抑制 剂 显著 地 抑制 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 的 为 
Tl, ME Helicoverpa armigera (Hubner ) 是 我 国 黄河 流域 棉 区 常年 发 生 的 害虫 ， 
主要 为 害 棉 花 . 小 麦 、 玉 米 、 花 生 、 大豆 等 作物 。 这 些 寄 主 植物 体内 多 含有 和 蛋白酶 抑制 
剂 。 是 否 能 利用 植物 蛋白 酶 抑制 剂 增强 作物 抗 性 以 减轻 棉铃 虫 的 为 害 ? 要 解决 这 一 问 
题 ， 衣 先 应 研究 棉铃 虫 肠 道 内 蛋白酶 性 质 及 其 与 抑制 剂 相 互 作用 机 理 的 过 程 ， 找 出 利用 
这 种 新 型 防治 措施 的 生化 机 理 ， 进 而 确定 它 在 害虫 防治 应 用 中 的 可 能 性 ， 

和 蛋 日 酶 活力 通常 利用 天 然 底 物 和 合成 底 物 进行 测定 。 各 种 蛋白 酶 均 可 水 解 天 然 底 物 
酪 绰 白 ， 因 此 由 酪 蛋白 测 得 的 活力 是 蛋白酶 的 总 活力 ， 而 要 测定 某 些 蛋 白 酶 的 活力 均 须 
借助 专 一 的 合成 底 物 。 在 鳞 亏 目 害 虫 肠 道 内 ， 属 丝氨酸 蛋白 酶 类 的 胰 和 蛋白酶 和 胰 凝 乳 蛋 
日 酶 是 主要 的 和 蛋白酶 。 为 适应 肠 道 的 碱 性 环境 ， 这 类 酶 反应 的 最 适 pH 均 较 高 ， 但 不 同 
EEA Žž., a -N- AH R-DL-HAB- p- W EEk BAPNA ) 和 和 
p— FERM- L- HARP (TAME ERE RRND, N- # P-L- K 
ARE (BTEE ) 是 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 专 性 底 物 。 本 研究 利用 这 些 天 然 底 物 和 合成 底 物 
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鉴定 了 棉铃 虫 中 肠 内 和 蛋白酶 的 部 分 性 质 ， 并 以 次 椎 动物 同类 酶 作 比 较 研究 了 在 最 适 pH 
下 蛋白酶 激活 剂 和 抑制 剂 对 棉铃 虫 中 肠 蛋 日 酶 活力 的 影响 。 

1 材料 与 方法 

1.1 供 试 材料 

1.1.1 试 虫 棉铃 虫 为 室内 人 工 饲养 的 标准 试 虫 ， 虫 源 由 北京 农业 大 学 植保 系 抗 虫 
性 研究 室 提 供 。 养 虫 和 试验 条 件 为 温度 27 CC 、 相 对 湿度 75%， 光 照 时 间 14h。 成 虫 饲 
以 10% 的 蜂蜜 水 洲 液 。 卵 产 于 纱布 上 。 幼 虫 饲 于 直径 2cm、 长 10 cm 的 平底 指 形 管内 ， 
每 管 1 头 。 幼 虫 人 工 饲 料 主要 参照 Bot MATE, RRR AM EA eS 
粉 和 奶粉 代替 。 

1.1.2 试剂 FREARK EAR ARRIRA MEH., a- N- EFR- 
DL- HAMR — p— 硝 基 茶 胺 (BAPNA) p- FARR 一 L 一 WARP H (TAME), 
N- ŽP- L- RARE BTEE)., PRR- L- MARAP M (TLCK), 
FEMI- L- ARARAT EM (TPCK ) 、 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (STI)、 WHAM 
制剂 (OI) 均 由 美国 Sigma 提供 ; 二 硫 代 苏 糖 醇 (DTT ) 由 英国 BDH 生产 ; WAH RIS 
Wid (PMSF) 由 德国 E. Merck 生产 : 其 它 试剂 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 

1.2 方法 

1.2.1 中 肠 酶 液 的 制备 ”棉铃 虫 5 龄 幼虫 在 0 ~ 4 C 下 迅速 解剖 ， 用 预 冷 的 0.15mol/L 
NaCl 溶 液 冲 去 体液 ， 截 取 中 肠 及 其 内 含 物 ， 冰 冻 贮 存 (一 15 C)。 测 试 前 ， 取 出 稍 融 后 ， 
以 0.15mol/L NaCl 溶液 在 六 浴 内 匀 浆 。 久 浆液 用 Beckman 一 11 离心 机 在 11 200 x g、 
4 C 条 件 下 离心 15min， 取 上 清 液 作为 测试 用 的 中 上 肠 酶 液 。 

1.2.2 蛋白酶 活性 测定 ”活性 测定 参照 Houseman 等 和 Campbell 等 的 方法 "~ Æ 
白 酶 活性 均 在 30 C pH6.00 ~ 10.50 下 ,使 用 UV 一 754 型 紫外 一 可 见 分 光 光 度 计 
(上 海 第 三 分 析 仪 器 厂 ) 测 定 ， 设 3 KER. 

BEARER ARREARS ARM. AREAL 20mg /mL 的 浓度 
WF 0.15 mol/L NaCl 溶液 。 取 该 液 0.3mL MAS PARRAK 0.3 mL 0.2 mol/L E 
应 缓冲 液 中 反应 。 在 30 C RM 2h, MA 0.6 mL 的 20% (重量 /体积 ) 三 氯 乙酸 终止 
反应 。 反 应 混合 物 在 11 200xg, 4C 下 离心 1Smin 后 ， 取 上 清 液 ,在 366nm 测 光 吸 
收 值 。 反 应 混合 物 1 个 吸收 单位 的 变化 定义 为 1 个 偶 氮 酪 蛋白 单位 。 

类 胰 蛋 白 酶 话 力 测定 采用 两 种 专 性 底 物 : BAPNA 和 TAME. BAPNA LL20 mg/mL 
ATOPE, W 40u 加 入 含 中 肠 酶 液 的 1.5 mL 0.1molL 反应 缓冲 液 中 ， 反 应 
20min 后 ， 加 入 0.5mL30%( 体 积 / 体 积 ) 乙 酸 终 止 反 应 ， 在 405 nm 测 光 吸 收 值 。TAME 
以 2 mmol/L 溶 于 0.15 mol/L NaCl 溶液 中 。 反 应 从 始 至 终 在 247nm 测定 光 吸 收 值 。 

类 凝 乳 蛋白 酶 活力 测定 以 BTEE 为 反应 底 物 。BTEE 以 1 mmol/L BFF 10% ( 体 
积 / 体积) 甲醇 的 0.15 mol/L NaCl 溶液 中 ， 取 该 液 0.5mL 加 入 0.5mL 含 中 肠 液 的 
0.2 mol/L 反应 缓冲 液 。 反 应 从 始 至 终 在 256nm 测 光 吸 收 值 。 

反应 缓冲 体系 为 磷酸 二 氧 钾 一 氢 氧 化 钠 缓冲 液 ，pH6.00 ~ 8.00; Tris- 盐酸 组 
冲 液 ，pH7.00 ~ 9.00; 硼砂 - 氧 氧 化 钠 缓冲 液 ，pH8.S0 ~ 9.50; HARM - AAM 
钠 缓冲 液 ，pH 8.50 ~ 10.50. BAPNA.TAME 和 BTEE 的 克 分 子 消光 值 分 别 为 8800， 
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540 和 964， 用 以 计算 相应 水 解 底 物 的 摩尔 数 。 
1.2.3 激活 剂 和 抑制 剂 对 重 白 酶 活力 的 影响 激活 剂 和 抑制 剂 对 和 蛋白酶 的 作用 均 在 酶 
反应 的 最 适 条 件 下 测定 。 昆 虫 酶 液 对 BAPNA 的 水 解 用 pH10. 50 的 甘氨酸 缓冲 液 ， 对 
TAME 和 BTEE 的 水 解 均 用 pH8. 50 的 Tris RR. RAE OOM, + RES 
亚 型 和 牛 胰 凝 乳 和 蛋白酶 卫 一 S 型 活力 测定 用 售 SmmolL CaCl, 、pH8.0 的 Tris 缓冲 
液 。 激 活 剂 或 抑制 剂 与 昆虫 中 肠 酶 液 或 硝 椎 动物 酶 液 在 缓冲 液 中 混 匀 ，30 C 水浴 内 放 
置 15min， 然 后 加 入 相应 的 反应 底 物 ， 用 前 述 方法 测定 各 种 酶 的 活性 ， 并 设置 不 含 激活 剂 
或 抑制 剂 的 对 照 ， 重 复 3 次 。 为 使 昆虫 蛋白 酶 与 脊椎 动物 和 电 白 酶 的 测定 具有 可 比 性 ， 调 
整 反 应 体系 中 冰 椎 动物 蛋白 酶 的 含量 ， 使 二 者 在 相同 的 时 间 内 可 水 解 等 量 的 底 物 。 
激活 剂 和 抑制 剂 及 其 在 反应 混合 物 内 的 浓度 分 别 为 : MgCl . CaCl,、EDTA( 乙 二 
氨 四 乙酸 ) 和 EGTA (乙烯 二 醇 双 氨 乙 基本 四 乙酸 )， 浓度 均 为 Immol/L M 3mmol /L; 
IAA ( AZ BERK), 0.5 mmol/L 和 lmmol/L; DTT, 1.0mmol/L 和 2.5mmol/L: 
PMSF ( 先 溶 于 正 丙 醇 ), 2.5 mmol/L #l5mmol/L; TLCK (FGF RR), 0.25mmol/L 
和 0.50 mmol/L; TPCK ( 先 溶 于 甲醇 )，10 mol/L 和 20 umol/L; KE REA i 
#0 Fal A OB GE I A, Imi 反应 混合 液 中 含 5 yg 和 10 ug. 
12.4 和 掉 白 质 含量 测定 ”以 牛 血清 贷 白 为 标准 蛋白， 用 Bradford WIEME, 
2 结果 与 分 析 
2.1 和 蛋白 酶 活性 的 鉴定 
总 和 电 白 酶 活性 用 蛋白 酶 的 通用 底 物 偶 氮 酷 重 白 测定 。 结 果 表 明 ， 当 pH 由 6.00 if 
10.50 提高 时 ， 总 蛋白 酶 活力 随 之 增加 , 在 pH 为 10.50 ， 总 蛋白 酶 比 活力 在 测试 范围 
内 达 最 高 (图 1 )。 类 上 胰 和 蛋白 酶 活性 在 不 同 pH 下 用 BAP NA 测定 的 结果 ， 与 总 蛋白 酶 活 
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图 1 pH XRRR BOR AHR ASMA EA 图 2 pH 对 棉铃 虫 幼 虫 中 肠 及 其 内 含 物 内 水 


酶 活力 OR ARAM E A ) 的 影响 解 BAPNA 的 类 胰 重 白 酶 活力 的 影响 
缓冲 体系 为 :磷酸 二 气 钾 /NaOH, pH6.00~8.00@); 缓冲 体系 为 : 磷酸 二 氢 钾 /NaOH,pH6.00 一 8.00(@): 
Tris/HCl ，pH7.00 ~ 9.00 (O ); 硼砂 /NaOH ， Tris/HCl, pH7.00 ~ 9.00(© ); 硼砂 /NaOH ， 
pH8.50 ~ 10.00 (A ); HAR /NaOH , pH8.50 ~10.00 (A ); 甘氨酸 /NaOH ， 


pH8.50 ~ 10.50 (A ) pH8.50 ~ 10.50 (A ) 
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图 3 pH 对 棉铃 虫 幼虫 中 肠 及 其 内 含 物 内 水 解 
TAME 类 胰 和 蛋白 酶 活力 的 影响 
缓冲 体系 为 :磷酸 二 氢 钾 /NaOH ,pH6.00 ~ 8.00(@ ); 
Tris/HCl, pH7.00 ~ 9.00 (© ); HAR /NaOH,， 


pH8.50 ~ 9.50 (A ); HAR /NaOH ， 
pH8.50 ~ 9.50(A ) 


图 4 pH 对 棉铃 虫 幼虫 中 肠 及 其 内 含 物 内 水 
解 BTEE 的 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活力 的 影响 
缓冲 体系 为 :磷酸 二 氢 钾 /NaOH.pH6.00 ~ 8.00(@); 
Tris/HCl, pH7.00 ~ 9.00 (O ); Wg? /NaOH， 
pH8.50 ~ 10.00 (A ); 甘氨酸 / NaOH ， 
pH8.50 ~ 10.00 (A ) 
性 的 变化 很 相似 ， 也 随 着 pH 的 提高 而 增 大 , Æ pH 为 10.50， 比 活力 达 最 高 ， 因 而 称 
之 为 强 碱 性 类 胰 重 白 酶 (图 2 )。 类 胰 和 蛋白酶 活性 在 不 同 pH 下 用 TAME 测定 结果 显示 ， 
在 Tris 缓冲 液 中 酶 的 最 适 pH 为 8. 50， 在 硼砂 和 甘氨酸 缓冲 液 中 ， 最 适 pH 为 9.00， 
称 之 为 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 (图 3)。 类 胰 凝 乳 重 白 酶 活力 用 BTEE 测定 的 结果 见 图 4， 在 
Tris 和 硼砂 缓冲 液 中 ， 最 适 pH 均 为 8.50: 在 甘氨酸 缓冲 液 中 ， 最 适 pH X 9.00. 
2.2 Ca. Mg?*,. EDTA 和 EGTA 对 蛋白酶 活力 的 影响 
HERAT Cat, Mg 和 金属 歼 合 剂 为 多 种 和 蛋 晶 酶 的 激活 剂 。 表 1 列 出 了 它们 


表 1 激活 剂 对 棉铃 虫 中 肠 及 其 内 含 物 内 类 胰 和 蛋白酶 和 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活力 的 影响 


激活 剂 浓度 Ze RE A ERE A aS 2E ibe ee FE A 
(mmol/L) TAME BAPNA BTEE 
Cy?" 100.78 + 1.35 89.92+6.59 101.52+2.63 
3 106.97+9.13 98.50+ 14.87 90.03+ 10.44 
Mg ?+ ] 112.56+3.02* 107.91+6.56 83.71 +9.66 
3 117.30Ł5.4]* 100.25+8.43 88.38 £6.31 
EDTA 1 84.33+7.93* 93.92+2.16 63.26£9.11+# 
3 58.76 +1.50* 100.97+4.72 63.26+0.66* 
EGTA 1 97.80+4.60 105.07+3.95 64.65 +9.26 * 
3 97.14Ł5.56 108.64+2.71 58.97 12.10 * 


注 : 数据 为 相对 活力 百分数 及 其 标准 差 ，100% 活力 为 仅 有 酶 与 底 物 在 缓冲 液 中 反应 测 得 的 活力 (对 照 )， 数 值 
+ 1 测验 差异 显著 (P<0.01) 


大 于 100 表示 对 酶 有 激活 作用 ， 小 于 100 表示 有 抑制 作用 。 
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对 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 活力 的 影响 。 对 弱 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 ， 仪 Mg?+ 有 一 定 的 激活 作用 ， 
EDTA 反而 有 一 定 的 抑制 作用 ; 对 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 ， 均 没有 显著 的 激活 或 抑制 作用 。 
对 类 胰 凝 乳 和 蛋白酶， 二 价 离子 没有 激活 作用 ，EGTA M EDTA 有 抑制 作用 。 
2.3 ”抑制 剂 对 和 蛋白酶 活力 的 影响 

K 2 列 出 了 各 种 抑制 剂 在 两 种 不 同 的 浓度 下 对 昆虫 和 兰 椎 动物 专 性 蛋白 酶 的 抑制 效 
果 。TLCK 对 昆虫 弱 碱 性 和 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 的 抑制 作用 很 吕 ，TPCK 不 仅 是 胰 凝 乳 
蛋 日 酶 的 专 性 抑制 剂 ， 而 且 是 昆虫 弱 碱 性 类 胰 重 白 酶 的 激活 剂 。 大 豆 胰 蛋白酶 抑制 剂 对 
昆虫 弱 碱 性 和 强 碱 性 类 胰 和 蛋白酶 、 类 胰 凝 乳 和 蛋白酶 均 有 较 强 的 抑制 作用 。 比 较 昆 虫 酶 与 
高 等 峭 椎 动物 酶 对 拙 制剂 的 反应 ， 二 者 有 共性 ,但 也 有 和 较 大 的 差异 。 最 明显 的 不 同 如 卵 
粘 和 蛋白 抑制 剂 对 冰 椎 动物 的 胰 和 蛋白酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 均 有 很 强 的 拙 制作 用， 但 对 昆虫 的 
类 似 酶 几乎 没有 影响 。 


表 2 抑制 剂 对 棉铃 虫 中 肠 类 胰 生 白 酶 和 类 胰 凝 乳 重 白 酶 以 及 背 椎 动物 ( 牛 ) 类 似 酶 活力 的 影响 


(类 ) 胰 蛋白 酶 (类 ) 胰 蛋白 酶 (类 ) 胰 凝 乳 蛋白 酶 
抑制 剂 浓度 TAME BAPNA BTEE 
MA FARO) RRR 45 HE oh (A ) 棉铃 虫 AFRESH DD ( 牛 ) 
IAA 0.5mmol/L 86.66Ł4.24 83.25+7.16 95.59+9.17 111.18416.36 89.47+5.27 56.16+4.48 
1.0mmol/L 85.26£3.37 83.14+5.31 99.96+2.42 116.13413.98 86.62+14.07 44.29+5.15 
DTT 1.0mmol/L 79.62+3.68  65.08+4.96 86.36+11.29 93.2946.96 78.69+7.75 59.244+4.32 
2.5 mmol/L 53.03+2.02 60.25+3.54 73.88+7.83  81.64£7.54 83.624 11.67 50.1544.78 
PMSF 2.5mmol/L 50.45+4.32 0 104.84+10.29 18.004 6.22 0 0 
5.0mmol/L 35.4442.57 0 ~ §5.70+10.67 4.85+3.02 0 0 
TLCK 0.25mmol/L 0 §.4541.19 68.46+11.17 25.8342.75  86.63+9.70 32.75+4.87 
0.5mmol/L 0 3.1141.25 74.21+5.50  19.5442.83 88.00+10.58 45.95+7.25 
TPCK 10umol/L 134.24+9.17 95.4846.17 93.9342.65  85.08+11.58 77.2743.94 36.22+4.13 
20umol/L 141.23 土 11.34 85.1844.28 98.54+4.85  80.18+13.33 78.94+7.90 29.68+9.11 
STI 5 ug/mL 7.96£1.95 0 4.50£0.71 0.33£0.31 37.0448.48 7.9447.28 
10 ug /mL 7.21+1.72 0 2.19 +0.28 0 22.22411.11 6.3542.75 
OI Sug/mL 101.5942.75 0 97.57 土 3.73  12.77£3.59 89.39+11.44 57.14+12.60 
10ug/mL 102.96+1.56 0 91.9245.77  1.56£0.76  95.45+4.55 58.73+5.50 


注 : 数据 为 相对 活力 百分数 及 其 标准 差 ，100% 活力 为 仅 有 酶 与 底 物 在 缓冲 液 中 反应 测 得 活力 (对照 )， 数 值 小 于 
100 表示 有 抑制 作用 。 为 使 棉铃 由 和 关 椎 动物 酶 活力 测定 结果 具有 可 比 性 ， 控 制 酶 在 对 照 条 件 相同 的 时 间 内 
可 水 解 相等 的 底 物 量 


3 讨论 


Xu 和 Qin 曾 对 棉 伶 虫 中 肠 粗 提 酶 液 进行 柱 层 析 分 离 ， 所 得 组 分 具有 丝氨酸 蛋白 酶 
活性 ,但 未 用 专 性 底 物 进行 鉴定 ""。 本 人 研究 根据 中 肠 酶 液 对 3 种 专 性 的 合成 底 物 的 水 
解 反应 的 最 适 pH, 初步 鉴定 了 棉铃 虫 幼 虫 中 肠 的 3 种 丝氨酸 和 蛋白酶 ， 包 括 : 弱 碱 性 类 胰 
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蛋白 酶 、 强 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 和 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 。 这 些 酶 为 适应 攀 铃 虫 中 肠 的 碱 性 环境 ， 
其 最 适 pH PAM, HiT AHS oH Rd pH. 

昆虫 肠 道中 可 能 有 多 种 类 胰 重 日 酶 ， 这 在 某 些 鲜 翅 目 昆 虫 中 已 得 到 证 明 。Ahmad 
在 海 灰 翅 夜 蛾 Spodoptera litura 中 分 离 到 3 种 类 胰 重 白 酶 ， 其 最 适 pH 分 别 为 11.0，10.5 
和 9.0024。 它 们 均 可 分 解 BAPNA 和 BAEE (a-N-—ARR-L-HMAMZAB). ， 并 
Z PMSF 和 TLCK 的 抑制 ， 遗 憾 的 是 它们 对 抑制 剂 的 反应 没有 在 最 适 条 件 下 测试 。 本 
研究 在 测定 抑制 剂 对 昆虫 和 冰 椎 动物 集 白 酶 的 作用 时 ， 均 在 各 种 酶 的 最 适 条 件 下 进行 。 
棉铃 虫 中 肠 内 弱 碱 性 和 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 有 一 定 的 共性 ， 均 可 为 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 所 抑 
制 ， 但 在 对 IAA、DTT.、 PMSF 以 及 胰 蛋 白 酶 的 专 性 抑制 剂 TLCK 的 反应 上 有 一 定 的 
差异 。 弱 碱 性 类 胰 重 日 酶 的 性 质 与 牛 胰 和 蛋白 酶 的 性 质 较 为 接近 。 强 碱 性 胰 恒 白 酶 在 不 同 
pH 下 活性 的 变化 与 肠 道 总 重 日 酶 活性 的 变化 十 分 相似 ， 说 明 这 种 酶 可 能 是 棉铃 虫 幼 虫 
消化 道内 的 一 种 重要 消化 酶 。 

有 关 鳞 翅 目 昆虫 的 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 报道 很 少 。Broadway 和 Duffey 在 对 谷 实 夜 蛾 
Heliothis zea 和 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua 的 研究 中 ， 发 现 二 种 昆虫 的 中 肠 液 内 均 有 
水 解 BTEE 酶 的 活性 ， 但 由 于 活性 太 低 以 致 于 未 能 进一步 研究 [3 Pritchett 等 根据 
TPCK 对 酪 蛋白 和 BTEE 水 解 作用 的 影响 鉴定 出 类 胰 凝 乳 重 白 酶 在 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia 
1i 的 肠 道 内 存在 !4。 本 研究 证 实 了 类 胰 凝 乳香 日 酶 在 棉铃 虫 中 肠 内 的 存在 ， 并 发 现 该 酶 
具有 与 弱 碱 性 类 胰 重 日 酶 一 致 的 最 适 pH. 

兰 椎 动物 蛋白 酶 在 蛋白 酶 抑制 剂 作为 植物 防御 因子 的 研究 中 起 着 重要 作用 。 由 于 昆虫 
蛋白 酶 在 生化 特性 上 与 相应 的 状 椎 动物 蛋白 酶 类 似 ， 而 且 后 者 的 标准 制剂 易于 获得 ， 在 
抗 虫 蛋白 酶 换 制 剂 第 选 鉴定 中 常常 选用 消 椎 动物 蛋白 酶 进行 体外 测定 。 本 研究 结果 表明 ， 
昆虫 蛋白 酶 与 类 似 的 疹 椎 动物 蛋白 酶 有 共性 ， 但 也 有 较 大 差异 。Ca?! 对 疹 椎 动物 胰 重 
白 酶 和 胰 凝 乳 和 蛋白酶 均 有 激活 作用 653 ， 而 对 棉铃 虫 的 类 似 酶 没有 这 种 作用 ， 但 
Mgt 对 该 虫 的 弱 碱 性 胰 和 借 白 酶 有 一 定 的 激活 作用 。 对 冰 椎 动物 借 捍 酶 有 效 的 抑制 剂 对 昆 
he ARITA EAK. SUAVE ARTE ee PRE, A, FE SE) i 
剂 作 为 抗 虫 因 子 的 筛选 鉴定 中 ， 应 以 其 与 昆虫 蛋白 酶 的 作用 作为 依据 。 KOREA 
制剂 不 仅 对 棉铃 虫 类 胰 蛋 白 酶 有 很 强 的 抑制 作用 ， 而 且 对 棉铃 虫 类 胰 凝 乳 蛋白 酶 也 有 效 ， 
因此 ， 它 可 能 在 棉铃 虫 防 治 中 有 重要 的 利用 价值 。 
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PARTIAL CHARACTERIZATION OF PROTEASE ACTIVITY 
IN THE MIDGUT OF HELICOVERPA ARMIGERA LARVAE 


Wang Chenzhu Qin Junde 
(Institute of Zoology. Academia Sinica Beijing 100080) 


Abstract The activities of three serine proteases in the midgut of Helicoverpa 
armigera larvae were partially characterized . The enzymes were an active alkaline 
trypsin — like enzyme with maximal hydrolysis of benzoyl arginine p- nitroanilide 
at pH 10.50 or higher, a weak alkaline trypsin—like enzyme with maximal 
hydrolysis of tosyl— L-— arginine methyl ester at pH 8.50 ~ 9.00, and a 
chymotrypsin ~ like enzyme with maximal hydrolysis of benzoyl ~ L — tyrosine ethyl 
ester at pH 8.50 ~ 9.00. Total proteolysis, measured by using azocasein, hada 
maximal activity at pH 10.50 or higher. Ca’! had no activation effect on larval 
proteases, but Mg°* activated the weak alkaline trypsin—like enzyme. The inhibi- 
tion with phenyl methyl sulfonyl fluoride and tosyl— L — lysine chloromethyl! ketone 
to the weak alkaline trypsin — like enzyme activity was greater than that to the ac- 
tive alkaline trypsin—like enzyme activity. The tosyl—L-—phenylalinine 
chloromethyl ketone was not only the inhibitor of the chymotrypsin — like enzyme, 
but also the activator of the weak alkaline trypsin 一 hke enzyme. Comparison be- 
tween the insect protease and bovine counterpart protease revealed difference in 
inhibitor sensitivity. Ovomucoid trypsin inhibitor that inhibited bovine trypsin 
had no effect on insect trypsin—like enzymes. Soybean trypsin inhibitor had great 
inhibition on both insect and bovine proteases. 
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